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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr. Katarzyny Burdy

p-t. ,,Uwarunkowania obciazenia genetycznego w dzikich populacjach gupikéw Poecilia reticulata”
[ang. ,,Determinants of genetic load in natural populations of guppy (Poecilia reticulata)”]

pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Jacka Radwana
oraz promotora pomocniczego dr hab. Mateusza Konczala, prof. UAM

Oceniana rozprawa doktorska zostata wykonana na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu, w Pracowni Biologii Ewolucyjnej. Rozprawa zostala napisana w jezyku
angiclskim z wyjatkiem polskiej wersji strony tytutowej i polskiego streszczenia. W dwéch pracach
wchodzacych w sktad rozprawy doktorantka przedstawita wyniki badar prowadzonych z uzyciem metod
masowego sckwencjonowania nad czynnikami ewolucyjnymi ksztattujacymi zmienno$é¢ w populacjach.
W pierwszej pracy, ktéra ukazala si¢ w 2023 roku w cZasopismie Molecular Ecology Resonrces doktorantka
oraz jej promotor pomocniczy, profesor Mateusz Konczal, przedstawili poréwnanie dwéch metod
wykrywania mutacji de novo, a niejako ubocznym efektem tego poréwnania byto oszacowanie tempa
mutacji u gupikéw, hodowanych na UAM. Jest to praca o charakterze metodycznym majaca tylko
posredni zwiazek z tematem rozprawy doktorskiej. Tempo mutacji obliczone w tej pracy zostato uzyte
w drugiej pracy wchodzacej w sktad rozprawy. Zgodnie z przedstawionym o$wiadczeniem o autorstwie
pani Katarzyna Burda wspottworzyla koncepcje badan, przeprowadzita wiekszos¢ analiz laboratoryjnych,
bioinformatycznych oraz statystycznych, oraz wspottworzyta manuskrypt artykutu a nastepnie brata
udziat rewizji artykutu, natomiast rola promotora pomocniczego ograniczyta si¢ do etapu planowania
badan, jednego z etapéw obrébki bioinformatycznej oraz wspoéttworzenia manuskryptu artykuhu i jego
rewizji. Druga praca, bezpostednio dotyczaca tytutu rozprawy, ma postaé wieloautorskiego manuskryptu
w formacie artykulu naukowego, w ktérym opisano wyniki badari genomowych nad gupikami
wystepujacymi w ich srodowisku naturalnym na wyspach archipelagu karaibskiego Trinidad i Tobago.
Pani Katarzyna wzigta udzial we wszystkich etapach powstawania tej pracy z wyjatkiem jednego z etapow
obrébki bioinformatyeznej. Zarowno udzial we wszystkich istotnych etapach tworzenia obu prac, oraz
pierwsza pozycja na listach autoréw swiadcza o wiodacym wkladzie doktorantki w powstanie artykutu

i manuskryptu sktadajacych si¢ na oceniang rozprawe doktorska.

Pierwsza z tych prac ma charakter techniczny. Wykrywanie mutacji de zovo tak na prawde stalo si¢ mozliwe
dopiero dzigki rozwojowi technik masowego sekwencjonowania nowej generacji (ang. Next Generation
Sequencing, NGS). Substytucje w genomach eukariotycznych zdarzaja si¢ dosyé rzadko — rzedu raz na setki
milionow lub nawet miliardy nukleotydéw na pokolenie. Oznacza to, ze zeby wykrywaé pojedyncze
mutacj¢ u organizméw rozmnazajacych si¢ plciowo, nalezy zsekwencjonowaé DNA o dtugosci miliardéw
par zasad. Niestety wyniki sekwencjonowania metodami NGS sa obarczone stosunkowo spora liczba
bledow. Przyjmuje sie, ze akceptowalny poziom bledu wynosi migdzy 103 a 104, czyli poszukujac
pojedynczej mutacji mamy do czynienia z milionami blednych odezytéw. Bledy te s3 odsiewane na etapie
obrébki bioinformatycznej. Istnieje jednak dylemat wyboru kryteriéw filtrowania — zbyt restrykcyjne moga
doprowadzi¢ do ,,odsiania” prawdziwych mutacji (wynik falszywie negatywny), podczas gdy zbyt tagodne
mogg prowadzi¢ do uznania bledu sekwencjonowania za nowa mutacje (wynik falszywie pozytywny).
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W artykule stanowiacym pierwszy rozdzial rozprawy doktorantka razem ze swoim promotorem dokonali
poréwnania dwoch metod wykrywania mutacji: ,,twardego filtrowania” (ang. ,,hard filtering) oraz filtrowania
z uzyciem metody uczenia maszynowego (ang. wachine learning, M1.). [Nawiasem moéwiac, skrot ML jest
troche mylacy w kontekscie genetyki populacyjnej, poniewaz jest on powszechnie kojarzony raczej

z metodami Maximum-1 ikelyhood niz z uczeniem maszynowym. To powinno by¢ wyjasnione juz

w streszczeniu, gdzie skrot pojawia si¢ po raz pierwszy.] Do poréwnania skutecznosci obu metod
wykorzystano dane z sekwencjonowania dwéch rodzin gupikéw hodowanych w Pracowni Biologii
Ewolucyjnej UAM. Zsekwencjonowano lacznie genomy 24 osobnikéw, w tym genomy obu par rodzicow
oraz wybranych 10 osobnikéw potomnych z kazdej pary. Znaleziono i pozytywnie zweryfikowano tacznie
24 mutacje w 22 miejscach, przy czym metoda wykorzystujaca uczenie maszynowe pozwolita na wykrycie
trzech dodatkowych mutacji, ktére nie zostaly wykryte przy zastosowaniu bard filtering. Wyniki
oszacowania ogélnego tempa mutacji nie réznily si¢ istotnie miedzy obiema metodami.

Praca jest napisana zrozumialym jezykiem, posiada jasno przedstawiony cel, a wyniki zostaly pokazane

i przedyskutowane w sposob klarowny. Pani Katarzyna Burda wykazata, ze metody uczenia maszynowego
stanowia bardzo dobra alternatywe dla wezesniejszych historycznie metod ,,twardego filtrowania”. Wyzsza
wykrywalno$¢ mutacji de novo pozwala na bardziej precyzyjne wyliczenie tempa mutacji, co ma znaczenie
w badaniach nad mutacjami w kontekscie ewolucji genomu.

Chociaz artykul byt recenzowany przed publikacja i opublikowany w bardzo dobrym czasopismie
znalaztem w nim kilka drobnych uchybien i niescistodci, ktére wymieni¢ ponizej. Brakuje mi w pracy
choéby wzmianki o innych rodzajach mutacji. Stowo mutacja jest tu uzywane jako synonim substytucji,

a przeciez oprécz substytucji w genomach zdarzaja si¢ tez inwersje, oraz mniejsze lub wigksze insercje

i delecje. Wspomnienie o tym we wstepie nie zajeloby wiele miejsca, a umieszczaloby przedstawione
wyniki w szerszym kontekscie. Brakuje mi réwniez pokazania w wynikach i dyskusji informacji na temat
lokalizacji znalezionych mutacji — czy to sa geny, introny czy inne fragmenty genomu, a jesli ktoras

z mutacji wystepuje w genie, jaki skutek wywotuje. Jedyne co wiadomo to, ze pominigto mutacje

w elementach powtarzalnych, co wynika z przyjetych zatoze. Genom gupikéw zostal poznany

i adnotowany dosy¢ dawno, dlatego nie wymagaloby to wiele dodatkowego wysitku, zwlaszcza,

ze w drugiej pracy, ktora wehodzi w sktad rozprawy, taka informacja si¢ znalazla. Kolejna uwaga dotyczy
zrédla materiatu genetycznego - pozyskano go z ogonéw, czyli de facto gtéwnie z komoérek nablonka,
ktére nie stanowig linii zarodkowej (ang. germline). By¢ moze lepszym wyjsciem bytoby sekwencjonowanie
catych osobnikéw tuz po porodzie, aby wykluczy¢ mutacje somatyczne. Uchybieniem technicznym mozna
nazwac brak zastosowania kroku base recalibration zalecanego przy poszukiwaniu polimorficznych
nukleotydéw z uzyciem pakietu GATK. Ten krok, cho¢ mocno czasochtonny u organizméw
niemodelowych, pozwala na wylowienie wigkszej liczby polimorfizméw (a tym samym mutaciji de 7ovo)
oraz skorygowanie cze$ci bledow. Zdaje sobie sprawe, ze moze za wyjatkiem ostatniej uwagi dwie
wczesniejsze nie maja zadnego wplywu na to co jest gtéwnym tematem pracy, ale piszac artykut warto
pamietaé, ze informacje, ktora weale nie byta gtéwnym celem publikacji, czytelnicy moga uznac za istotna.
Dla wielu badaczy jednym z najciekawszych elementow tej pracy bedzie nowe oszacowane tempa mutacji
u gupikow. Z reszta temu aspektowi poswigcono catkiem sporo miejsca w dyskusji. Moim zdaniem
nalezalo w pracy wspomnie¢ o kilku ograniczeniach przedstawionego oszacowania. Na przykiad warto
byloby napisaé o efekcie #me-dependecy, aby uczuli¢ na ograniczenia stosowania opublikowanego tempa
mutacji w badaniach obejmujacych dtuzsze okresy (tj. dziesiatki lub setki tysigcy lat). Czes$¢ z nowo
powstalych mutacji zmniejsza dostosowanie osobnikéw i jest dosy¢ szybko usuwana przez dobér. Dlatego
oszacowania mutacji wprost nie moga by¢ stosowane dla analiz dotyczacych diuzszych okreséw niz kilka
tysiecy lat. Brakuje mi rowniez kilku podstawowych informacji na temat samej hodowli — np. od ilu
pokolen, lub choéby od ilu lat populacja znajduje si¢ w laboratorium oraz jak liczna jest ta populacja.

Jak zauwazaja sami autorzy tempo mutacji rowniez moze podlega¢ doborowi naturalnemu i nie mozna
wykluczyé, ze hodowla sprzyja przyspieszeniu lub spowolnieniu tempa mutacji (np. przez brak w hodowli
patogenow, ktére moga wymuszaé szybsze réznicowanie genéw odpornosciowych, albo przez samo
utrzymywanie temperatury odbiegajacej od tej panujacej w warunkach naturalnych).




Drugi rozdzial rozprawy to manuskrypt artykutu na temat zmian w obciazeniu genetycznym (ang. genetic
load) w odniesieniu do demografii gatunku. W manuskrypcie podieto probe odpowiedzi na pytanie jakie
jest rozmieszczenie obciazenia genetycznego w zaleznosci od poziomu zmiennosci oraz w procesie inwazji
gupikow w rzekach Péinocnego Trynidadu oraz Tobago, czyli w naturalnym zasiggu wystepowania tego
gatunku. Temat obciazenia genetycznego jest niezwykle istotny z punktu widzenia genetyki
konserwatorskiej i cieszy mnie, ze doktorantka postanowita si¢ z nim zmierzyc.

We wstepie doktorantka przedstawia glowne zatozenia i opisuje dosy¢ obszerny stan wiedzy na temat
naturalnych populacji gupikéw. W tej czesci jest kilka niezrecznych sformutowan. Na przyklad: ,,Apart
from conservation context (...) is a biological invasion” — przeciez gatunki inwazyjne sq jak najbardzie;

w kontekscie konserwatorskim i maja ogromne znaczenie dla globalnego spadku bioréznorodnosci.
»1nitial stages of invasion” nie koniecznie charakteryzuja si¢ mala liczba osobnikéw. Ostatni akapit wstepu
jest zbyt szczegblowy i nalezaloby go raczej przenies¢ do metod.

W celu przetestowania postawionych hipotez pani Katarzyna Burda zebrata proby materiatu genetycznego
z 14 miejsc na terenie 8 rzek nalezacych do dwéch izolowanych zlewniach w potnocnej czgsci Trinidadu
oraz z 2 rzek na Tobago. Mapka zawarta w manuskrypcie wymaga dopracowania — na mapce brakuje skali
a jeszcze lepiej linijki, brakuje szerszego planu, ktéry obejmowalby réwniez rzeki z Tobago, i cho¢
fragment Ameryki Poludniowej, czy Morze Karaibskie, brakuje zaznaczonych lokalizacii, z ktorych
pochodza probki. Niby w tabeli w materiatach uzupetniajacych podano koordynaty, ale ta informacja jest
nieczytelna bez zastosowania programéw mapowych. Dodatkowo warto byloby pokaza¢ na mapie zasi¢g
wystepowania gupikéw oraz wigksze bariery dla ekspansji/migracji, np. duze wodospady, czy tamy, jesli
takie zostaly zbudowane na tych rzekach co moze pomoce we wlasnej reinterpretacji wynikow przez
czytelnika. Poza tym tabela ze spisem lokalizacji i liczebnosci préb powinna moim zdaniem znalesé sie

w tresci artykulu, a nie jako Supplementary table, poniewaz jest to jedna z wazniejszych informacji
technicznych w opisie metod.

Doktorantka analizowata seckwencje genomowe od 190 osobnikéw. Nie wiadomo kto wykonal biblioteki
do sekwencjonowania, natomiast prawie cala obrébke bioinformatyczna wykonata doktorantka.
W zasadzie nie jest jasne dlaczego akurat etap wywotania loci polimorficznych z uzyciem beftools
wykonywat pan profesor Konczal. Nie umniejsza to ogromu pracy jaki doktorantka wtozyta w realizacje

badan, ale nie jest to zadanie trudniejsze od pozostalych etapéw obrébki, a bywa ono waznym etapem
analiz bioinformatycznych. By¢ moze to wlasnie skutkiem tego podziatu zadan rozdziat dotyczacy metod
jest troche chaotyczny i sprawia wrazenie pospiesznie ztozonego z fragmentéw napisanych przez kilku
autoréw. Analizy bioinformatyczne zostaly niepotrzebnie rozrzucone w kilku podrozdziatach, co utrudnia
czytanie pracy. Ten etap analiz, na réwni z samym sekwencjonowaniem, jest tylko instrumentem

do uzyskania wiasciwych danych, a dopiero analizy statystyczne odr6zniaja genetyka populacyjnego

od biologa molekularnego. Wyodrebnienie analiz statystycznych ulatwiloby przesledzenie toku
rozumowania autorki. Na przyklad dato by szanse wyjasnienia dlaczego w pracy uzyto dwoch programow
robiacych praktycznie to samo: beftools i HaplotypeCaller. Podobnie jak w przypadku poprzedniej publikacji
przy obrébee danych z uzyciem GATK doktorantka pominela krok base recalibration, ktory moglby
poprawi¢ jakos$¢ danych i liczbe uzyskanych SNP6w.

Nie rozumiem dlaczego doktorantka nie wykorzystala wszystkich mozliwosci jakie niesie za soba
wyznaczenie w pierwszej pracy tempa mutacji Zostalo ono uzyte jedynie jako przelicznik przy szacowaniu
efektywnej wielkosci populacji. Mam zreszta watpliwosci, czy akurat te obliczenia sa uprawnione. Prosty,
klasyczny wz6r na obliczanie efektywnej wielkosci populacji z poziomu zmiennosci oraz tempa mutacji
ma zastosowanie jedynie do populacji w rownowadze miedzy dryfem a nowymi mutacjami bez migracji
migdzy populacjami. To zatoZenie jest bardzo trudne do spetnienia. Populacja z rzeki Turure z pewnoscia
go nie spetnia. Mozna mie¢ réwniez watpliwosci co do pozostatych populacji gupikéw. Pod koniec
plejstocenu poziom morza byl nizszy o ponad 100 m. Wiele obecnie izolowanych populacji byto wtedy
polaczonych, prawdopodobnie istnialo ladowe potaczenie migdzy Trynidadem a Tobago, wigc sytuacja
calego gatunku byla zupetnie inna niz obecnie. Trudno powiedzie, czy dzisiejsze populacje zdotaly
osiagnac rownowage wymagana przez to réwnanie. W dyskusji termin effective population sige bywa uzywany
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zamiennie z genetic variation (np. przy cytowaniu ryciny 4 w dyskusji), ktére to okreslenie w tym kontekscie
wydaje si¢ by¢ znacznie bardziej na miejscu. Majac sekwencje calych genoméw osobnikow mozna bylo
wykorzysta¢ znacznie bardziej zaawansowane podejécie, np. obliczy¢ wielkos¢ populaciji na podstawie
nieréwnowagi sprzezen (ang. linkage disequlibrinm). Jesli zas chodzi o poréwnanie wynikéw z populacjami
z Tobago mozna mie¢ watpliwosci, czy proba 5-ciu osobnikéw jest wystarczajaca do wyciagniecia
‘jakichkolwiek uprawnionych wnioskéw. Z jednej strony mamy do czynienia z danymi genomowymi

i réznorodnosé nukleotydowa usredniona dla 5-ciu genoméw moze rzeczywiscie reprezentowac cala
populacje, jednak przy tak malej probie kazde odstepstwo od losowosci (np. dwa spokrewnione osobniki
w probie) moze mieé ogromny wplyw na uzyskany wynik. Niestety w pracy brakuje doktadniejszych
informacji na temat populacji z Tobago oraz miejsc pobrania prob.

Tempo mutacji nalezaloby wykorzysta¢ przy analizach filogeograficznych z zastrzezeniem, o ktorym
pisalem wczesniej, czyli ograniczajac konkluzje do waskich ram czasowych, rzedu kilku-kilkunastu tysiecy
lat. To zreszta jest wiclki nicobecny tych analiz. Zdaje sobie sprawe, ze zaréwno tytul jak i gléwny temat
drugiej pracy dotyczy badan nad obciazeniem genetycznym, jednak zbadanie historycznych zwiazkow
miedzy populacjami przy pomocy programéw takich jak Treemix, czy Admixtools stanowiloby doskonate
uzupelnienie wynikow z PCA czy Admixture.

Przez caly manuskrypt przewija si¢ watek hipotezy o ,,czyszczeniu ze szkodliwych wersji” (ang. genetic
purging), ktora méwi, ze gatunki inwazyjne przechodgac u poczatku inwazji waskie gardto liczebno$ciowe
pozbywaja si¢ czesci obciazenia genetycznego, co mialoby powodowac¢ zwickszenie dostosowania

i przyczyni¢ si¢ do sukcesu inwazji. Jak juz zauwazono we wstepic manuskryptu, ta hipoteza rzadko
znajduje potwierdzenie w badaniach, dlatego nie dziwi, ze i doktorantce nie udalo si¢ odnalez¢ podobnego
wzoru. Niestety w obecnych czasach negatywna weryfikacja nie jest zbyt doceniana przez wydawcow,
dlatego by¢ moze przed publikacja warto bytoby przeotientowaé artykut tak, aby nie byta to centralna o$
artykutu. Dodatkowo nie warto si¢ upiera¢ przy uzywaniu populacji z Turure do testowania hipotezy

o gromadzeniu si¢ obciazenia genetycznego na fronaie inwazji. Populacja, ktora wedtug doktorantki miata
by¢ ta inwazyjna, zostala w rzeczywistosci wypuszczona w innej czgsci zasiggu tego samego gatunku,
dlatego mozna sie spiera, czy jest to rzeczywiscie sytuacja odpowiadajaca inwazji. Osobniki z miejsca

o wysokiej presji drapieznikéw wypuszczono, w miejscu o niskim drapieznictwie, w gornym biegu rzeki,
gdzie gupiki wezedniej nie wystepowaly. Jesli nie byto tam wczesniej gupikéw, mozna si¢ domyslac, ze to
miejsce jest odizolowane od reszty zasiegu jakim§ wodospadem lub inna bariera. Jesli nowa populacja
znalazta tam odpowiednie warunki do rozrodu, i jednoczes$nie zostata pozbawione presji drapieznikow,
mogla stac si¢ rodzajem zrodla, ktore przez kilka dekad ,,dolewalo” genéw do puli populacji znajdujacych
si¢ ponizej. Taki niekoficzacy si¢ strumieft osobnikéw mégh w niedtugim czasie zdominowac pule
genetyczne populacji znajdujacych w dolnym biegu.rzeki, zwlaszcza, jesli osobniki mieszancowe mialy
nizsze dostosowanie. Doktorantka powinna sprébowaé wykorzysta¢ programy takie jak DIY.ABC-RF lub
Jastsimeoal2, ktore sa skuteczniejszym narzedziem do analizy zmian demograficznych niz préba interpretacji
kolorow na wykresach z Admixture.

Inne uwagi do drugiego rozdziatu:

- Opisy rycin i tabel bywaja niefortunne. Nie powinny one zaczynac si¢ od np. ,,Figure presenting...”” albo
Results of statistical tests performed.”

- Na rysunku Supplementary fignre 2 brakuje liter na oznaczenie poszczeg6lnych wykresow, i wystarczyt by
jeden podpis osi x na dole.

- W metodach wspomniano, ze sekwencjonowanie wykonano w dwéch rzutach (w 2019 i 2022 roku), ale
nie ma zadnych dodatkowych informacji na ten temat. Cho¢ metody NGS sa znacznie lepie]
wystandaryzowane niz np. analiza dhugosci loci mikrosatelitarnych, tego rodzaju sytuacje bywaja zrodiem
bledu systematycznego. Czy osobniki ze srodkowego biegu rzeki Turure, ktore nie pasuja do reszty tej
populacji, byly sekwencjonowane w jednym rzucie z pozostatymi?




- W manuskrypcie zdarzaja si¢ literowki (np. w odnosniku do strony Github znajdujacym sie na poczatku
metod), bledy formatowania (np. brak wyréznienia nazw funkcji i programéw), czy nieistotne informacje
jak uzycie funkcji chind do polaczenia zbioréw danych (dla niewtajemniczonych: to jest ten sam poziom
komplikacji jak skopiowanie komoérek w Excelu), ale poniewaz podejrzewam, ze przejdzie on powazna
reorganizacje, nie bede zanudzal szczegélami czytelnikow tej recenzji.

Mimo tych wszystkich krytycznych uwag, obie prace stanowia moim zdaniem wazny wklad w rozwoj
genomiki ewolucyjnej. Dzigki latwosci utrzymania w hodowli gupiki sa jednym z organizmow
modelowych i odgrywaja duza role¢ w biologii ewolucyjnej np. w badaniach nad doborem plciowym.
Kazda praca poszerzajaca wiedze na temat mechanizméw ksztaltujacych ich zmiennosé genetyczng

ma duza wartos¢ naukowa. Warto podkresli¢, ze przeprowadzenie badan i analiz bioinformatycznych

1 statystycznych na danych calogenomowych nie bylo z pewnoscia latwym zadaniem dla osoby na tym
etapie kariery naukowej. Chociaz manuskrypt stanowiacy drugi rozdzial rozprawy jest miejscami
chaotyczny, a potencjal zgromadzonych danych nie zostal w pelni wykorzystany, to jednak $wiadczy on
o tym, ze Pani Katarzyna potrafi krytycznie spojrze¢ na wlasne wyniki i nie prébuje ich dopasowywaé

do wezesniejszych zalozen. Bledy i niezrecznosci w manuskrypcie wynikaja prawdopodobnie z braku
doswiadczenia na tym etapie kariery naukowej oraz by¢ moze z niewystarczajacego wsparcia promotoroéw
doktorantki. Jestem pewien, ze zdobywajac dalsze doswiadczenie i poszerzajac swoja wiedze w dziedzinie
genomiki, Pani Katarzyna ma potencjal, aby rozwinac si¢ jako dojrzaly naukowiec.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr Katarzyny Burdy spelnia w mojej ocenie
warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2024 r. poz. 1571). Skladam zatem wniosek do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie pani mgr Katarzyny Burdy do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Maciej Konopinski




